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摘要:为了探讨柯里拉京对宫颈癌 Hela细胞增殖与凋亡的影响，不同浓度柯里拉京作用 Hela 细胞后，利用 MTT 法和克隆形成实
验检测柯里拉京对 Hela细胞的增殖抑制作用，用倒置显微镜观察 Hela 细胞的形态变化，用流式细胞仪分析细胞周期与细胞死亡
率，用 Western blot法检测细胞 PCNA、Caspase － 3、Caspase － 8、Caspase － 9、PAＲP 蛋白的表达。结果:柯里拉京能显著抑制宫颈癌
Hela细胞增殖，并呈浓度依赖效应;流式细胞仪测定结果表明柯里拉京能使 Hela细胞发生 S期周期阻滞;Western blot 结果显示加
药组细胞中与增殖有关蛋白 PCNA的表达量显著下调，与凋亡有关蛋白 Caspase － 3、Caspase － 8、Caspase － 9、PAＲP被剪切激活。结
论:柯里拉京对宫颈癌 Hela细胞有明显的抑制作用，其抑制作用与柯里拉京诱导细胞周期阻滞及凋亡有关。
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Effect of corilagin on proliferation and apoptosis of human
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Abstract:To study the effect of corilagin on proliferation and apoptosis of human cervical cancer Hela cells. After Hela
cells were treated with different concentration of corilagin，the inhibitory effect of corilagin on Hela cells was detected by
MTT assay and Colony formation assay. Morphological changes were observed by inverted microscope. The cell cycle
and mortality were analyzed by flow cytometry. The expressions of PCNA，Caspase-3，Caspase-8，Caspase-9，PAＲP
proteins were examined by Western blot. Corilagin significantly inhibited the proliferation of cervical cancer Hela cells in
a dose-dependent manner;the result of flow cytometry indicated that corilagin could induce Hela cells to undergo S stage
cycle arrest;Western blot showed that the expression of proliferation-associated PCNA protein was remarkedly down-
regulated and apoptosis-associated Caspase-3，Caspase-8，Caspase-9，PAＲP proteins were sheared and activated in Hela
cells. It shows that corilagin has a significant inhibitory effect on cervical cancer Hela cells，and its inhibitory effect is
associated with cell cycle arrest and apoptosis.
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1. 1. 2 主要试剂与仪器
Corilagin(纯度≥99. 36%)购自南京清韵生物科
技公司，Z － VAD － FMK(泛 caspase 凋亡抑制剂)、
MTT、DMSO、PI和 β － actin抗体购自美国 Sigma公司，
PCNA抗体购自英国 Abcam 公司，Caspase － 8、Caspase
－ 9、Cleaved caspase － 3 和 PAＲP抗体购自上海碧云天





1. 2. 1 细胞培养
Hela细胞用含 10%胎牛血清、100 U /mL青霉素、
100 U /mL链霉素的 DMEM培养基，在 37℃、5% CO2、
95%湿度培养箱条件下培养。
1. 2. 2 MTT实验
收集对数生长期细胞以每孔 1 × 104 个接种到 96
孔板中，24 h后按 20、40、60、80、100 μmol /L的浓度梯
度加入药物处理细胞，每个浓度设 5 个复孔，同时设立
空白对照组;继续培养 24 h 后，每孔加入 20 μl MTT
(5 mg /mL)，放入培养箱继续培养 4 h;弃培养基，每孔
加入 150 μl DMSO，摇床低速摇 10 min，酶标仪 490 nm
波长测吸光度。
1. 2. 3 细胞形态观察
将细胞以 1. 5 × 105 个 /孔接种到 12 孔板中，第二
天分别以 20、40、60、80、100 μmol /L 的浓度梯度加入
药物处理 24 h，然后在显微镜下观察拍照。
1. 2. 4 克隆增殖实验
取对数生长期细胞以每孔1 000个接种到 6 孔板
中，次日加药处理;两周后，取出 6 孔板，PBS 洗 3 次，
结晶紫染色 15 min，PBS 洗 3 次;拍照并统计克隆形
成数。
1. 2. 5 流式细胞仪检测周期
将细胞接种到 12 孔板中，次日分别以 0、40、60、
80 μmol /L 的浓度加药处理细胞，每个梯度设 3 个复
孔;24 h 后，收集细胞于 EP 管中，PBS 洗两次，加入
1 ml 70%乙醇 4℃固定过夜;次日，离心、PBS 清洗去
除乙醇，用含 ＲNase A的 PBS重悬细胞并于 37℃水浴
中消化 30 min，用 PI(5 μg /mL)避光染色 10 min 后上
流式细胞仪分析检测周期，以不加 PI染料的一管作为
阴性对照。
1. 2. 6 PI单染法检测细胞死亡率
将对数生长期的细胞接种于 12 孔板中，次日先加
入 Z － VAD － FMK(泛 caspase 凋亡抑制剂)预处理
2 h，之后以 60 μmol /L的浓度加入柯里拉京处理细胞
24 h，药物作用时间结束之后，用不含 EDTA的胰酶消
化收集细胞于 EP管中，加入 PI(5 μg /mL)染料 4℃避
光孵育 10 min，最后用流式分析仪分析细胞死亡率，以
不加 PI染料的一管作为阴性对照。
1. 2. 7 Western blot分析
药物处理后，收集细胞于 ＲIPA 裂解液中裂解;采
用 BCA法测定蛋白质浓度;采用 SDS － PAGE 凝胶电
泳法分离蛋白质并转移到 PVDF 膜上;将 PVDF 膜室
温封闭在含 5%脱脂奶粉的 TBST中 1 h;随后，加入一
抗 4℃孵育过夜，TBST 洗 3 次，接着加入二抗室温孵
育 1 h，TBST 洗 3 次，最后用 ECL 发光检测液检测特
异性蛋白条带。
1. 2. 8 统计学处理
以上实验均重复三次，采用 GraphPad Prism 5. 0
软件对实验数据进行分析，所有数据以 mean ± SD 表
示，组间均数比较采用 T 检验，P 值 ＜ 0. 05 被认为具
有统计学意义。
2 结果与分析
2. 1 柯里拉京对宫颈癌 Hela细胞的生长抑制作用
为了研究柯里拉京对宫颈癌 Hela 细胞的生物学
作用，采用 MTT法检测不同浓度梯度柯里拉京对 Hela
细胞的生长影响。由图 1 可见，柯里拉京处理 Hela 细
胞 24 h后，Hela细胞的存活率随柯里拉京浓度增加而
逐渐降低且呈剂量依赖关系，半数致死率(IC50)为






图 1 MTT法检测不同浓度柯里拉京对 Hela细胞存活率的影响
Fig. 1 The cell viabilities were examined by MTT assay
after corilagin － treatment
注:与对照组比较，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001，＊＊＊＊P ＜ 0. 0001
Note:＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001，＊＊＊＊ P ＜ 0. 0001 vs control group
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图 2 柯里拉京抑制 Hela细胞克隆形成
Fig. 2 Corilagin inhibits the colony formation of Hela cells
注:与对照组比较，＊＊＊P ＜ 0. 001
Note:＊＊＊P ＜ 0. 001 vs control group
2. 2 柯里拉京对 Hela细胞形态学的影响
用不同浓度梯度柯里拉京处理 Hela 细胞 24 h







图 3 显微镜观察柯里拉京诱导 Hela细胞形态变化
Fig. 3 The cell morphology changes were observed by
microscopy after corilagin treatment




示，柯里拉京可诱导 Hela 细胞发生 S 期周期阻滞，如
图 4 所示。由此表明，柯里拉京抑制 Hela 细胞增殖可
能与细胞发生 S期周期阻滞有关。
图 4 柯里拉京诱导 Hela细胞发生 S期阻滞
Fig. 4 Corilagin induces cell cycle arrest at S phase in Hela cells
注:与对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01
Note:* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs control group




周期 G1 期开始在细胞核内出现，并在 S 期表现最为
明显，是反映细胞增殖进程的重要指标［8］。实验用柯
里拉京处理 Hela细胞 24 h后，PCNA蛋白表达量随柯
里拉京浓度梯度的增加而降低，如图 5 所示。结果说
明，柯里拉京能有效抑制宫颈癌 Hela细胞的增殖。
图 5 不同浓度柯里拉京对 PCNA蛋白表达的影响
Fig. 5 Effect of different corilagin concentrations
on expression of PCNA protein
图 6 流式细胞仪检测柯里拉京诱导宫颈癌细胞 Hela的死亡方式
Fig. 6 Corilagin － induced Hela cell death mode
was detected by Flow cytometry
注:与对照组比较，＊＊P ＜ 0. 01
Note:＊＊P ＜ 0. 01 vs control group
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2. 5 柯里拉京诱导人宫颈癌 Hela细胞凋亡
为了检测柯里拉京是否诱导 Hela 细胞凋亡以及
是否依赖 caspase途径。首先，采用经典的广谱性凋亡
抑制剂 Z － VAD － FMK 与柯里拉京(60 μmol /L)联合
处理细胞，PI 单染法检测细胞死亡率。如图 6 所示，
预处理 Z － VAD － FMK能够显著降低柯里拉京诱导的
宫颈癌 Hela 细胞的死亡(P ＜ 0. 05)。此外，Western
blot检测凋亡有关蛋白表达水平发现，柯里拉京可明




Fig. 7 The effect of corilagin on the expression




过增加 G2 /M 期细胞周期阻滞、增强细胞凋亡、阻断




















与 Western blot证实柯里拉京可促使凋亡有关 caspase
蛋白的剪切活化，并在加入广谱性凋亡抑制剂 Z －
VAD － FMK后，Hela细胞的死亡率明显下降。结果说
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